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Cultivo de microrganismos
• Atualmente menos de 1% 

de todos os
microrganismos existentes
no mundo podem ser 
cultiváveis no laboratório.

• Fenômeno limitante para
a compreensão da
fisiologia microbiana, 
genética e a ecologia das 
comunidades

(Handelsman et al., 1998)

Agar Tríptico de Soja (TSA)

Caracterização morfológica, 
fisiológica/bioquímica.

Many lines of evidence show that 
fewer than 0.1% of the 
microorganisms in soil are readily 
cultured using current techniques 



Metagenômica

• Estudo de todos os genomas presentes em 
uma amostra ambiental. Sem a necessidade 
de isolamento, cultivo ou identificação.



Definição: Metagenômica

• (also referred to as environmental and community genomics)

• … is the genomic analysis of microorganisms by direct extraction 
and cloning of DNA from an assemblage of microorganisms.
(Handelsman, 2004)

(Handelsman et al., 1998)



Microbioma
Humano

• Nosso outro 
genoma

HMP1 
- 2008 a 2013
- Caracterização das comunidades microbianas a partir de 300 indivíduos

saudáveis em diferentes locais do corpo humano: trato intestinal e 
urogenital, cavidade oral, pele, etc. 

- Sequenciamento de rRNA 16S 
- Caracterização da comunidade microbiana em cada local e 

identificação do “core microbiome”;
- Sequenciamento de DNA Total (WGS – Whole Genome 

Shotgun)Metagenomic whole genome shotgun (wgs)
- Genes e vias biológicas

- 14.23 terabytes de dados
- Broad Institute, the Baylor College of Medicine, Washington University 

School of Medicine, and the J. Craig Venter Institute, the Data Analysis 
and Coordination Center (DACC), e muitos investigadores



‘human supraorganism’

The microbes that live inside and on us (the 
microbiota) outnumber our somatic and germ cells 
by an estimated 10-fold.
… a composite of microbial and human species



iHMP

• NIH Integrative Human Microbiome Project
• Estudos de coorte
• O objetivo desta segunda fase é gerar recursos

que possam contribuir para a caracterização da 
microbiota humana para posterior compreensão
de qual é o impacto do microbioma na saúde
humana e nas doenças.

Presenter
Presentation Notes
coorte é um conjunto de pessoas que tem em comum um evento que se deu no mesmo período;



Principais questões



Dados de metagenomas (WMS)
• Estratégia shotgun de 

sequenciamento de 
DNA total
– Whole Metagenome

Sequencing
– Alternativa para 

estudo da microbiota 
não cultivável

• Permitindo investigar
os seguintes aspectos

– Quem está lá?
– Quantos estão lá?
– O que são capazes de 

fazer?



Dados de metagenomas (TAS)
• Estratégia de 

sequenciamento de 
Amplicons (Alvos)
– Targeted Amplicon

Sequencing
– Alternativa para 

estudo da microbiota 
não cultivável

• Permitindo investigar
os seguintes aspectos

– Quem está lá? 
(principalmente)

– Quantos estão lá?
– O que são capazes de 

fazer?



Single-cell sequencing



Análises metagenômicas

[Thomas J. Sharpton, 2014]
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Desafios
• Dados são complexos e enormes;

– Difícil determinar de que genoma determinada leitura teve origem;
– Muitas comunidades de microrganismos são muito diversas e a maior parte 

dos genomas não é completamente representada por uma leitura;
• Até mesmo um único gene pode não ser completamente amostrado, pois as leituras 

normalmente são mais curtas, e sendo assim não há sobreposição para sua 
reconstrução completa;

• Quando há sobreposição entre leituras, ainda há a possibilidade disso conduzir a erros 
no alinhamento ou na montagem de uma sequência consenso para um único genoma 
de forma acurada;

– Em busca de amostragem para representação dos genomas há um aumento
da quantidade de dados;

– Em especial no caso de microbiotas há a presença de material genético não 
desejado do hospedeiro, o qual pode se sobrepor ao do DNA microbiano (Há 
métodos de Biologia Molecular para o enriquecimento de DNA microbiano –
ex. baseados na diferença de densidade de metilação de ilhas CpG);

• Plantas com seus genomas enormes tornam esse desafio ainda maior (há estudos que 
obtiveram DNA metagenômico de filosfera utilizando separação após centrifugação na 
presença de Percoll - Delmotte et al., 2009);

– Amostras ambientais estão sujeitas a contaminações diversas, uma vez 
retiradas do ambiente de origem;

Presenter
Presentation Notes
Methyl-CpG binding domain (MBD) to separate methylated host DNA from microbial DNA based on differences in CpG methylation density. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4059276/Advances in laboratory procedures that physically separate microbiota from plant tissue (e.g., Jiao et al., 2006; Delmotte et al., 2009) will continue to improve the efficacy of metagenomic investigations in plant systems.



Etapas
Coleta

Extração de DNA genômico

Construção da biblioteca e
Sequenciamento

Análise

Desenho experimental

Controle de qualidade das 
amostras

Controle de qualidade dos 
resultados de sequencimento

Interpretação biológica



Desenho experimental

http://www.nature.com/nrmicro/journal/v13/n6/full/nrmicro3451.html

http://www.nature.com/nrmicro/journal/v13/n6/full/nrmicro3451.html


Escolha da estratégia de 
sequenciamento

• Depende da 
realidade de cada 
projeto com 
respeito a:
– Custo
– Rendimento
– Tamanho das 

leituras (reads)
– Qualidade das 

leituras



Taxa de erros



Contaminantes…



Contaminantes em água e kits

(SALTER et al., 2014). DOI: 10.1186/s12915-14-0087-z.



Experimento para detecção de 
contaminantes

• Amostras referentes aos laboratórios ICL, UB e WTSI.
• DNA não diluído possuí 108 células e a 5ª diluição 103 células (S. bongori).

Com Salmonella bongori
(preto)

Perfil observado em 20 e 
40 ciclos da PCR...

(SALTER et al., 2014). DOI: 10.1186/s12915-14-0087-z.

Impacto maior: amostras de sangue e 
pulmão (< biomassa)

Impacto menor: amostras de fezes 
(> biomassa)

nitrificantes provenientes dos 
tanques de armazenamento
de água ultra pura (nitrogênio
no ar dos tanques)Filos



Soluções
• Remoção de sequências indesejadas: Archaea,

Chloroplasto de plantas, Chloroplasto de
Cianobactérias, outros ...

• Padronização de pessoal responsável pelo uso de kits?

• Controle de sequenciamento (perdemos espaço para
adicionar amostras ...);

• Usar DeconSeq v.0.4.3 para remoção de contaminantes
(Boa prática em Bioinformática!!!).

21

https://sourceforge.net/projects/deconseq/files/



DeconSeq



DeconSeq
http://deconseq.sourceforge.net

http://deconseq.sourceforge.net/


Controle de qualidade dos dados de 
sequenciamento



PRINSEQ 
(Poda e Filtragem - Qualidade)



Correção de erros

Hammer
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/27/13/i137/178096/Error-
correction-of-high-throughput-sequencing

https://academic.oup.com/bioinformatics/article/27/13/i137/178096/Error-correction-of-high-throughput-sequencing


Correção de erros
• Distância de Hamming

– Número de posições em que as sequências divergem entre si.
• Grafo de Hamming
• Agrupamento 



Qualidade de leitura das bases 
(Phred Score)



FastQC
Ferramenta para análise e controle de qualidade
• http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/

fastqc seqfile1 seqfile2 .. seqfileN

fastqc [-o output dir] [--(no)extract] [-f fastq|bam|sam]
[-c contaminant file] seqfile1 .. seqfileN

http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/


Fusão de leituras paired-end



PEAR - Paired-End reAd mergeR

https://sco.h-its.org/exelixis/web/software/pear/

https://sco.h-its.org/exelixis/web/software/pear/


Estrutura dos fragmentos 
(poda de adaptadores)

[http://nextgen.mgh.harvard.edu/CustomPrimer.html]

Exemplos de 
Índices:
GTGGCC
TAGCTT
ATTCCT
...

Sequenciamento em 3 etapas:
- Leitura da extremidade P5;
- Leitura do índice;
- Leitura da extremidade P7;

http://nextgen.mgh.harvard.edu/CustomPrimer.html


CutAdapt
(Poda – Adaptadores)

• https://github.com/marcelm/cutadapt

https://github.com/marcelm/cutadapt


ESTRATÉGIA BASEADA EM 
SEQUENCIAMENTO DE AMPLICONS 
ALVOS

Introdução



Alvos

• Marcadores filogenéticos
– Ex.: 16S (procariotos), ITS (eucariotos), …

• Marcadores funcionais
– Ex.: nifH (fixação de nitrogênio atmosférico N2 em 

por ex. amônia NH3)



V1

V2

V3

V4
V5

V6
V7

V8

V9

Ashelford et al. (2005)

“O gene 16S rRNA baseado em E. coli” (YARZA et al., 2014). DOI: 10.1038/nrmicro3330. (WANG et al., 
2007). DOI: 10.1128/AEM.00062-07.  (Ashelford et al. 2005). DOI: 10.1128/AEM.71.12.7724-7736.2005

YARZA et al. (2014)

O gene 16S rRNA

baseado em E. coli

Regiões Hipervariáveis



Workflow básico



Fontes de ruídos

cross-talk ocorre
quando uma
leitura é atribuída
a uma amostra
incorretamente
(sequenciamento
multiplex)



Formação de quimeras

1) Extensão de primer abortada e 
formação de novo primer

2) Anelamento desse novo 
primer em outra sequência de 
espécie diferente

3) Extensão desse novo primer e 
formação de sequências
quimeras (as quais serão
amplificadas) nos ciclos 
seguintes



Identificação de quimeras
(UCHIME)



Binning
• Em metagenômica, é o processo 

de agrupar reads ou contigs e 
atribuir a ele uma Unidade 
Taxonômica Operacional
(Operational Taxonomic Unit –
OTU)
– Agrupamento em OTUs 

(clustering) – critério usual 97% 
similaridade

• Melhor aproximação de espécie
– Não é possível lidar com reads livres de 

erros
– Não é possível identificação sempre ao 

nível de espécie
– Variabilidade intra-espécie



Remoção de singleton reads

• Singleton reads – leituras que 
aparecem uma única vez
– Alguns singletons possem mais 

de 3% de divergência e formam
OTUs espúrias

– Sugestão
• Remover os singletons antes do 

agrupamento (clustering) e 
mapeá-los posteriormente

– Remoção
• Aumenta a especificidade ao custo 

de uma pequena perda de 
sensibilidade



Estratégias de Identificação 
Taxonômica

DOI: 10.1371/journal.pone.0169563



Programas para Agrupamento
(clustering)



Clustering



UPARSE

As reads são ordenadas (por 
abundância) e comparadas entre si, 
sendo possíveis dois casos:
1) similaridade >= 97% - membro do 

cluster com centroid mais similar e 
mais abundante

2) similaridade < 97% - nova seed



Identificação Taxonômica



Algoritmos para Identificação



Análise das Comunidades
• Diversidade

α-diversidade (alfa): diversidade de uma amostra/bioma (sensível a delimitação de 
ambiente e como se realiza a amostragem);

β-diversidade (beta): diversidade entre habitats, influenciado pela heterogeneidade da 
estrutura das comunidades (composição e proporção da espécies).

γ-diversidade (gama): diversidade regional, relacionada ao número total de espécies 
observado em todos os habitats dentro de uma área geográfica.



Curva de rarefação

Curva de acumulação 
de espécies ou curva 

coletora

Curva de rarefação



Avaliação da amostragem



Sest = Riqueza estimada

Sobs = Espécies observadas

a = espécies contendo único indivíduo – singletons

b = espécies contendo dois indivíduos – doubletons

Sobs = 34 espécies
a = 2
b = 2

Sest = 34 + ( 2
2

2 . 2
)

=> Sest = 35 espécies

A riqueza aumenta com o acréscimo de espécies raras.

Chao1

Rarefação

Medidas e estimativas da riqueza de 
espécies 

" Medidas e estimativas da diversidade de espécies” Colwell RK (2009) Biodiversity: concepts, patterns and 
measurement. In SA Levin. The Princeton guide to ecology. Princeton, NJ, USA: Princeton University Press. pp. 257–

263.



Equitatividade
• Em Ecologia, é o termo empregado para definir a uniformidade, ou 

homogeneidade, da distribuição de abundância de espécies em 
uma comunidade. 

• Em uma comunidade, a equitatividade será baixa quando há 
poucas espécies altamente dominantes em meio a um grande 
número de espécies raras. Se não houver espécies altamente 
dominantes, a equitatividade será maior.

• Geralmente é expressa de forma numérica (variando de zero a 1), 
derivada de algum índice de diversidade específico.



Medidas e estimativas da diversidade 
de espécies 

Diversidade Shannon Diversidade Simpson

Combinam riqueza e equitatividade em uma única medida

" Medidas e estimativas da diversidade de espécies” Colwell RK (2009) Biodiversity: concepts, patterns and 
measurement. In SA Levin. The Princeton guide to ecology. Princeton, NJ, USA: Princeton University Press. pp. 257–

263.



Medidas e estimativas da diversidade 
de espécies

" Medidas e estimativas da diversidade de espécies” Colwell RK (2009) Biodiversity: concepts, patterns and 
measurement. In SA Levin. The Princeton guide to ecology. Princeton, NJ, USA: Princeton University Press. pp. 257–

263.

No. Indivíduos pi lnpi pi*lnpi
91 0,91 -0,09431 -0,08582

1 0,01 -4,60517 -0,04605
1 0,01 -4,60517 -0,04605
1 0,01 -4,60517 -0,04605
1 0,01 -4,60517 -0,04605
1 0,01 -4,60517 -0,04605
1 0,01 -4,60517 -0,04605
1 0,01 -4,60517 -0,04605
1 0,01 -4,60517 -0,04605
1 0,01 -4,60517 -0,04605

N=100 S=10 H'= 0,500288

No. Indivíduos pi pi2
91 0,91 0,8281

1 0,01 0,0001
1 0,01 0,0001
1 0,01 0,0001
1 0,01 0,0001
1 0,01 0,0001
1 0,01 0,0001
1 0,01 0,0001
1 0,01 0,0001
1 0,01 0,0001

N=100 S=10 D= 0,829

Diversidade Shannon Diversidade Simpson

No. Indivíduos pi lnpi pi*lnpi
10 0,10 -2,30 -0,23
10 0,10 -2,30 -0,23
10 0,10 -2,30 -0,23
10 0,10 -2,30 -0,23
10 0,10 -2,30 -0,23
10 0,10 -2,30 -0,23
10 0,10 -2,30 -0,23
10 0,10 -2,30 -0,23
10 0,10 -2,30 -0,23
10 0,10 -2,30 -0,23

N=100 S=10 H'= 2,30

No. Indivíduos pi pi2
10 0,1 0,01
10 0,1 0,01
10 0,1 0,01
10 0,1 0,01
10 0,1 0,01
10 0,1 0,01
10 0,1 0,01
10 0,1 0,01
10 0,1 0,01
10 0,1 0,01

N=100 S=10 D= 0,9



qiime

• http://qiime.org/
• QIIME is an open-source bioinformatics pipeline for performing microbiome analysis from raw 

DNA sequencing data. QIIME is designed to take users from raw sequencing data generated on the 
Illumina or other platforms through publication quality graphics and statistics. This includes 
demultiplexing and quality filtering, OTU picking, taxonomic assignment, and phylogenetic 
reconstruction, and diversity analyses and visualizations. QIIME has been applied to studies based 
on billions of sequences from tens of thousands of samples.

http://qiime.org/
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